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W niniejszej rozprawie doktorskiej prezentuje wyniki moich badan enzyméw HISN2, HISN3,
HISNS 1 HISNG, ktore katalizujg szlak biosyntezy histydyny (SBH) u roslin. Glownymi
metodami wykorzystanymi w badaniach byly krystalografia rentgenowska i kriomikroskopia
elektronowa (cryoEM). Wyniki te byly wzbogacone o analizy bioinformatyczne i
filogenetyczne, oraz charakteryzacj¢ aktywnosci enzymatycznej. Glownymi celami rozprawy
byly (i) rozwigzanie trojwymiarowych struktur enzymoéw SBH, (i1) charakteryzacja ich
aktywnosci enzymatycznej, (iii) opracowanie protokotdéw do enzymatycznej syntezy in vitro
substratow, (iv) zaprojektowanie szkieletow molekularnych dla przysztych inhibitorow, oraz
(v) poznanie filogenezy tych enzyméw. Struktury HISN2, HISN3 1 HISN6 sg pierwszymi
ros$linnymi strukturami tych enzymow.

SBH u roslin sktada si¢ z jedenastu reakcji, katalizowanych przez osiem enzymow,
nazwanych HISN1-8, zgodnie z kolejnoscig ich aktywnosci w szlaku. Szlak ten jest
interesujgcym obiektem badawczym ze wzgledu na jego potaczenie z biosyntezg de novo puryn
oraz metabolizmem azotu. Alarmujaca potrzeba posiadania zréwnowazonych zrodet
pozywienia oraz bezpieczenstwo gleb, staly sie fundamentami tego projektu. Zrozumienie
wlasciwosci struktur enzymow biorgcych udziat w SBH u roslin umozliwia rozwéj matych
czagsteczek, ktore zachowujac si¢ jak inhibitory lub aktywatory, mogg modulowa¢ wydajnos¢
produkcji histydyny. Histydyna, dzigki wlasciwosciom swojego tancucha bocznego
zawierajacego pierscien imidazolowy, jest zdolna do chelatacji kationow metali z gleb 1 wod,
umozliwiajac proces fitoremediacji. To moze potencjalnie zapewni¢ bezpieczenstwo gleb i
zywnosci, ktére powinny by¢ wolne od skazenia metalami, powodujacymi np. czgste alergie na
nikiel. Bezpieczenstwo produktow spozywczych moze by¢ zapewnione poprzez zmniejszenie
herbicydoopornosci chwastow, ktora ostabia wydajno$¢ produkcji zywnosci. Podejscia
zastosowane w niniejszej rozprawie poszerzaja nasze zrozumienie SBH u roslin, poniewaz tego
typu badania u eukariontow byly zaniedbywane przez dekady, mimo, ze biosynteza histydyny

zostata dobrze poznana u prokariontow.



Opierajac si¢ na badaniach prowadzonych przez mojego promotora, Prof. Mitosza
Ruszkowskiego, ktory scharakteryzowat strukturalnie i funkcjonalnie enzymy HISN1, HISN7
i HISNS, moglem bada¢ struktury, aktywno$¢ i ewolucje enzymow HISN2, HISN3, HISNS i
HISNG6. Jako zrédto sekwencji kodujacych te enzymy wybratlem modelowa rosling stragczkowa
z rodzaju lucerna o zsekwencjonowanym genomie, Medicago truncatula (Mt), ktéra jest

waznym srodowiskowo i ekonomicznie gatunkiem.

Badania strukturalne zapewnily wglad w interakcje pomiedzy MtHISN2, a AMP, co
pozwolilo na zaktualizowanie mechanizmu reakcji. AMP okazalo si¢ by¢ efektywnym
inhibitorem MtHISN2, w zakresie st¢zen fizjologicznych, sugerujac istnienie drugorzedowego
mechanizmu regulujacego przeptyw szlaku. Struktury krystaliczne MtHISN3 z substratem i
produktem przyczynily si¢ do zrozumienia rdznic pomiedzy roslinnymi 1 bakteryjnymi
homologami, co umozliwia rozwdj herbicydow specyficznych na poziomie krolestwa.
Symulacje dynamiki molekularnej fragmentu specyficznego dla roslin sugerowaty jego udziat
w uwalnianiu produktu, co przyczynia si¢ do wysokiej wydajnosci katalitycznej. Zestaw
wysokorozdzielczych struktur krystalicznych i cryoEM enzymu MtHISNS zostat wykorzystany
do identyfikacji miejsc wigzania ligandow. Wyniki te, polaczone z wynikami wirtualnego
skriningu poshuzyty do zaproponowania nowych czasteczek-kandydatéw oraz tgcznikoéw dla
przysztych herbicydoéw. Proces stereospecyficznej syntezy enzymatycznej substratu MtHISNS
poskutkowatl opracowaniem nowego protokotu do badania aktywnosci tego enzymu. Struktury
krystaliczne MtHISN6 ujawnity zmiany jego dynamiki, na podstawie interakcji z ligandami.
Badania kinetyczne wykazaly wysokg selektywnos$¢ wzgledem substratu, w porownaniu z jego
homologami bakteryjnymi. Réznice strukturalne pomigdzy tymi homologami zainspirowaty
przeprowadzenie kampanii  wirtualnego skriningu w regionach o najwyzszym
prawdopodobienstwie rozwoju herbicydéw specyficznych na poziomie krolestwa.

Analizy filogenetyczne przeprowadzone z uzyciem sieci podobienstwa sekwencyjnego
oraz drzew filogenetycznych enzymoéw SBH wygenerowaly interesujace wyniki na temat ich
pochodzenia. W tej grupie enzymow, jedynie HISNS pochodzi od cyjanobakterii, co jest
wynikiem zgodnym z teorig endosymbiozy. Geny kodujace pozostale enzymy, czyli HISN2,
HISN3 1 HISN6, byly najprawdopodobniej pozyskane wczesnie w toku ewolucji, na drodze

horyzontalnego transferu genéw odpowiednio od Myxococcota, Bacillota i Chloroflexota.



